The role of non-coding RNAs in B-cell lymphoma by Tayari, Masoumeh
  
 University of Groningen
The role of non-coding RNAs in B-cell lymphoma
Tayari, Masoumeh
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
2016
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
Tayari, M. (2016). The role of non-coding RNAs in B-cell lymphoma. [Groningen]: University of Groningen.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the


















Een klein deel van de transcripten die worden afgeschreven van ons 
genoom coderen voor eiwitten, deze transcripten worden de 
boodschapper moleculen (mRNAs) genoemd. Echter, het grootste deel 
van de transcripten kunnen niet worden vertaald in eiwitten. Deze 
                    “   -      ”                   O        v      
lengte van hun transcripten worden ze ingedeeld in korte en lange 
ncRNAs. MicroRNA (miRNAs) zijn onderdeel van de familie van de 
korte ncRNAs en spelen een belangrijke rol bij de regulatie van eiwit 
expressie. Lange ncRNAs (lncRNAs) kunnen via verschillende 
mechanismen een rol spelen bij alle stappen die betrokken zijn bij gen 
expressie en eiwit functionaliteit. Over de afgelopen jaren is het duidelijk 
geworden dat zowel korte als lange ncRNAs van groot belang zijn bij 
bijna alle biologische processen en dat deregulatie van hun expressie 
betrokken is bij het ontstaan van een groot scala aan ziektes waaronder 
kanker.  
In dit proefschrift hebben we de rol van ncRNAs in twee B cel lymfoom 
subtypes bestudeerd, Burkitt lymfoom (BL) en Hodgkin lymfoom (HL). 
Beide lymfoom subtypes zijn ontstaan uit kiemcentrum B cellen en een 
deel van de gevallen is geassocieerd met het Epstein Barr virus (EBV). 
BL hebben bijna altijd een chromosomale translocatie waarbij het MYC 
locus en een van de immunoglobuline loci betrokken zijn. Deze 
translocatie resulteert in overexpressie van MYC. HL is geassocieerd met 
activatie van de NFkB, JAK/STAT en PI3K/AKT signaleringsroutes 
maar ook met een breed spectrum aan genomische afwijkingen. Hoge 
expressie van MYC is ook waargenomen in een deel van de HL gevallen. 
Het doel van dit proefschrift is het identificeren en bestuderen van de 








LncRNA expressie patronen in normale en maligne B cellen 
lncRNA expressie patronen in normale B cellen 
Om inzicht te krijgen in de lncRNA expressie van normale B cellen 
hebben we de expressie van lncRNAs bestudeert in naïeve, kiemcentrum 
en geheugen B cellen (Hoofdstuk 3). Deze normale B cel populaties zijn 
gesorteerd uit cel suspensies van drie tonsillen. Gen expressie analyse liet 
zien dat de expressie van lncRNAs en mRNAs zeer dynamisch wordt 
gereguleerd gedurende de kiemcentrum reactie. Waarbij met name de 
kiemcentrum B cellen een sterk afwijkend expressie profiel lieten zien, 
met 251 significante lncRNAs ten opzichte van naïeve en geheugen B 
cellen. Er waren geen significante verschillen tussen de expressie 
profielen van naïeve en geheugen B cellen. Kiemcentrum B cellen zijn 
sterk delende cellen en dit zijn waarschijnlijk ook de voorloper cellen van 
de HL en BL tumorcellen.  
LncRNA expressie patronen in BL 
In hoofdstuk 2 hebben we MYC gereguleerde lncRNAs geïdentificeerd in 
BL. Remming van de MYC expressie in een BL cellijn resulteerde in een 
totaal 319 MYC gereguleerde lncRNAs en 1053 mRNAs. Een substantieel 
deel van deze transcripten werden ook door MYC gereguleerd in een MYC 
cellijn model. Daarnaast kwamen een groot deel van deze MYC-
gereguleerde genen ook differentieel tot expressie in primaire BL tumoren 
met hoge MYC expressie vergeleken met andere, MYC-lage, primaire B 
cel lymfomen. Analyse van MYC bindingsplaatsen in BL cellijnen liet een 
duidelijke verrijking van MYC bindingsplaatsen zien dicht in de buurt van 
de transcriptie startposities voor zowel MYC geïnduceerde als geremde 
lncRNAs. Voor de mRNAs zagen we alleen een consistente verrijking 
voor MYC bindingsplaatsen voor MYC geïnduceerde mRNAs maar niet 
voor MYC geremde mRNAs.  
LncRNA expressie patronen in HL 
Om lncRNA te identificeren die betrokken zijn bij de pathogenese van 





lieten zien tussen HL cellijnen en kiemcentrum B cellen (Hoofdstuk 3). 
In totaal was de expressie van 475 lncRNAs significant verschillend 
tussen HL cellijnen en kiemcentrum B cellen. Dezelfde vergelijking voor 
eiwit coderende genen resulteerde in de identificatie van 2023 mRNAs 
met significant afwijkende expressie. RNA-FISH op HL weefsels voor 
drie lncRNAs met verhoogde expressie in de HL cellijnen liet zien dat 
deze lncRNAs zeer specifiek tot expressie komen in de HRS cellen en 
niet in het reactieve infiltraat. 
Associaties tussen genotype en expressive nivo van lncRNAs 
Voor een beperkt aantal van de bekende genetische varianten (ook wel 
polymorfismen genoemd) die voorkomen in de populatie is aangetoond 
dat ze het risico op het krijgen van HL vergrootten of verkleinen. Een 
deel van deze polymorfismen liggen in chromosomale gebieden waarin 
naast eiwit coderende genen ook lncRNA genen liggen. In hoofdstuk 5 
hebben we gekeken naar de expressie van genen binnen vier met HL 
geassocieerde chromosomale gebieden. De vier onderzochte gebieden 
zijn: 2p16.1 (REL, TCONS_00002901 en LINC01185), 5q31 (IL13 en 
TH2LCRR), 8q24.21 (MYC, PVT1, CASC11 en LINC00824) en 10p14  
(GATA3 en GATA3-AS). We vonden een significante associatie voor alle 
drie bestudeerde polymorfismen in het 5q31 gebied en de expressie van 
GATA3. Het genotype dat een verhoogde kans geeft op het krijgen van 
HL was geassocieerd met een lagere GATA3 expressie. De expressie van 
het lncRNA gen in 5q31 was niet geassocieerd met het genotype. In de 
andere drie onderzochte gebieden werden geen significante effecten 
gevonden voor zowel de eiwit coderende en lncRNA genen. Mogelijk 
spelen bij deze gebieden andere genen of andere mechanismen een rol bij 
het verhoogde risico op HL. 
Functies van lncRNAs in B cel lymfomen 
Cis-regulatie 
Voor lncRNAs transcripten die in de celkern zitten is bekend dat ze de 




kunnen beïnvloeden. Deze vorm van regulatie is bekend als regulatie in 
cis. Om potentieel cis-regulerende lncRNAs te vinden hebben we voor 
elk lncRNA met een veranderde expressie in HL gekeken of er ook eiwit 
coderende genen in de buurt lagen met een veranderde expressie 
(Hoofdstuk 3). Dit bleek het geval voor 107 lncRNA-mRNA 
combinaties. Een van de kandidaat cis-regulerende lncRNAs was 
LINC00461. De expressie van het naburige eiwit coderende MEF2C gen 
was laag in HL en hoog in kiemcentrum B cellen, terwijl de expressie 
van LINC00461 juist hoog was in HL en laag in kiemcentrum B cellen. 
MEF2C is een transcriptiefactor met een belangrijke rol in normale B 
cellen. De mogelijke rol van deze transcriptiefactor in HL is nog niet 
verder bestudeerd.  
lncRNA - miRNA interacties 
Recentelijk is aangetoond dat lncRNAs kunnen binden aan miRNAs. 
Deze interactie kan de functie van het miRNA, het lncRNA of beide 
remmen. Om inzicht te krijgen in de miRNAs die mogelijk betrokken 
zijn bij HL hebben we miRNA expressie bestudeerd in HL cellijnen en 
normale kiemcentrum B cellen (Hoofdstuk 4). In totaal hebben we 84 
miRNAs geïdentificeerd die een afwijkende expressie in HL cellijnen 
lieten zien ten opzichte van kiemcentrum B cellen. Vervolgens hebben 
we de miRNA-lncRNA interacties in vier HL cellijnen gekarakteriseerd 
door isolatie van alle miRNA / target RNA / eiwit complexen. In totaal 
hebben we 181 lncRNAs (5% van alle lncRNAs die tot expressie komen 
in HL) en 1434 mRNAs (14% van alle mRNAs die tot expressie komen 
in HL) gevonden die binden aan miRNAs. Het lagere percentage 
lncRNAs kan mogelijk worden verklaard doordat er relatief veel lncRNA 
transcripten in de celkern zitten en de miRNA – target gen interacties met 
name in het cytoplasma plaats vinden.  
LncRNAs die de groei van HL of BL cellen beïnvloeden 
Voor twee van de lncRNAs die een interactie met miRNAs aangaan in 
HL, LINC00116 en LINC00657, hebben we laten zien dat het verlagen 





lncRNAs hebben verscheidene potentiële bindingsplaatsen voor miRNAs 
met hoge of verhoogde expressie in HL.  
Voor het MYC gereguleerde KTN1-AS1 lncRNA hebben we laten zien 
dat remming een sterk negatief effect heeft op de groei van BL cellijnen  
(Hoofdstuk 2). Het effect was even sterk als het effect van remming van 
MYC zelf. Dit kan erop wijzen dat KTN1-AS1 een belangrijk target gen 
is van MYC.  
 
Samenvattend: De studies beschreven in dit proefschrift laten zien dat 
lncRNA expressie patronen sterk wordt gereguleerd gedurende de B cel 
kiemcentrum reactie. Daarnaast toonden we aan dat de expressie van vele 
lncRNAs sterk verstoord is na remming van MYC of na maligne 
transformatie van B cellen. Voor een deel van de lncRNAs hebben we 
bewijs gevonden voor een cis-regulerende werking terwijl andere 
lncRNAs konden binden aan miRNAs. Remming van drie lncRNAs gaf 
een sterk negatief effect op de groei van de B cel lymfoom cellen. 
Tezamen wijzen onze data op een belangrijke rol voor lncRNAs in de 
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